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Zu Punkt I 

Grundlage des Bescheides 

1 • Die mit dem Antrag auf vorlaufige Internationale Prufung eingegangenen Anspruche 
1-21 entprechen den Forderungen des Artikels 34(2) PCT und sind daher als 
Grundlage fur die Internationale vorlaufige Prufung herangezogen worden. 

Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und 
FeststZng AnW6ndbarkeit; Unter,a 9 e " «nd Erklarungen zur Stiitzung dieser 



Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 



D2: 



D1 : SILVIA M. GLUCK ET AL, "Lactate Racemase as a Versatile Tool for the 

Racemization of Alpha-Hydroxycarboxylic Acids" CHEMICKE LISTY Bd 97 Nr 
6 1 Juni 2003 (2003-06-01), Seite 363, XP002301 107 PRAHA, CZ - wurde laut 
Erklarung von Prof. Vilim Simanek (Mitherausgeber der Chemicke Listy) nach 
dem Prioritatsdatum der Offentlichkeit zuganglich gemacht - D1 wird demnach 
als nicht dem Stand derTechnik gem. Regel 64(2) PCT zugehorig anqesehen 
SCHNELL BARBARA ET AL: "Enzymatic racemization and isf K 
synthetic biotransformations" ADVANCED SYNTHESIS & CATALYSIS 

^xPooa3oTio 8 ° DEN: ASCAF7: ' SSN: 1615 - 4150 ' 13 - Junl 2003 < 2003 - 

Lit IS -Q: "Practical implications of lactate and pyruvate metabolism by lactic 
acid bacteria in food and beverage fermentations." INTERNATIONAL 
JOURNAL OF FOOD MICROBIOLOGY, Bd. 83, Nr. 2, 15. Juni 2003 (2003-06- 
15), Seiten 115-131, XP002301 109 ISSN: 0168-1605 

STRAUSS U T ET AL: "Deracemization of (+-)-mandelic acid using a lipase- 
mandelate racemase two-enzyme system" TETRAHEDRON ASYMMETRY 
1 999 UNITED KINGDOM, Bd. 1 0, Nr. 21 , 1 999, Seiten 4079-4081 
XP002301 1 1 0 ISSN: 0957-41 66 
D5: FELFER ULFRIED ET AL: "Substrate spectrum of mandelate racemase Part 2 
(Hetero)-aryl-substituted mandelate derivatives and modulation of activity" 



D4: 
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JOURNAL OF MOLECULAR CATALYSIS B ENZYMATIC, Bd. 15 Nr 4-6 1 
November 2001 (2001-11-01), Seiten 213-222, XP002301111 ISSN" 1381-1177 
SCHAFER SUSAN L ET AL: "Mechanism of the reaction catalyzed by 
mandelate racemase: Structure and mechanistic properties of the D270N 
mutant" BIOCHEMISTRY, Bd. 35, Nr. 18, 1996, Seiten 5662-5669 
XP002301 1 1 2 ISSN: 0006-2960 

GARCIA-VILOCA M ET AL: "A QM/MM study of the racemization of 
vinylglycolate catalyzed by mandelate racemase enzyme » JOURNAL OF THE 
AMERICAN CHEMICAL SOCIETY. 31 JAN 2001, Bd. 123, Nr. 4, 31 Januar 
2001 (2001-01-31), Seiten 709-721 , XP002301 1 13 ISSN: 0002-7863 
RONGSHI LI ET AL.: "Racemization of Vinylglycolate by Mandelates 
XP002301 6 1 1 J ° URNAL ° F ORGANIC CHEMISTRY, Bd. 60, Nr. 1 1 , 1 9 95) 
EP-A-0 596 466 (TANABE SEIYAKU CO) 1 1 . Mai 1 994 (1 994-05-1 1 ) 



2 - Neuheit unci E r f inderisnhe Tatiakait (Artikel ,?.?( ?)(?) p^r> 



2.1 



2.2. 



Gegenstand der vorliegenden Anmeldung 1st ein Verfahren zur Isomerisierung von 
alpha-Hydroxycarbonsauren unter Verwendung mikrobieller Lactatracemasen mit 
erweitertem Wirkungsspektrum, besagte Lactatracemasen per se und fur sie 
kod.erende Nukleinsauren, Screeningverfahren auf besagte Racemasen 
Expressionvektoren, die Racemase exprimierende rekombinante Mikroorganismen 
Verfahren zur Herstellung bzw. Isolierung eines Proteins mit alpha- 
Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat. 

Der Stand der Technik wie in den Dokumenten D2 bis D9 offenbart beschreibt 
Racem.sierungsverfahren von alpha-Hydroxycarbonsauren mittels Enzymen oder 
Mikroorganismen, die eine hohe Substratspezifitat besitzen. Lactatracemasen mit 
erweitertem Substratspektrum, d.h. Enzyme, die Lactat und alpha-Hydroxy- 
carbonsauren der allgemeinen Formel (I) racemisieren, und demzufolge auch ihre 
Verwendungen sind neu. Die vorliegenden Anspruche 1-10, 12, 18-21 genugen 
daher den Kriterien der Neuheit gem. Artikel 33(2) PCT. 
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Die Enzyme an sich wie auch die Screeningverfahren der Anspruche 8 11 13 17 

(d.h. m,t Verbmdungen der allgemeinen Formel (I)) gerichtet. Das 
Screen.ngverfahren des Anspruchs 8 erfordert Mikroorganismen die alpha- 
Hyd^xycarbonsaure-Racemase-Aktivitat exprimieren und Lactat' bi den'oder 
metabol.sieren wobei die letztere Aktivitat nicht notwendigerweise an die 
RacemaseaktivitatgebundenseinmuR dh es wird a .,rh a „f cT 
e,n enges Substratspektrum ^en^^T^ZTZZ^ 
£rer ,so ,erun g warden dami, e rf a3t, wobei die AnsprQche ^ 

n ' Cht " eU Sind (SiehS ° 6 ' Materials a " d M ^ S ). BezugLh der 

2.3 Die Dokumente D2 bis D6 konnen als naohstliegender Stand der Teohnik anoes^n 
Mk ta. Dokumente offenbaren Racemisierungsverfahren mmS Uc^afb™ 
Mande a tracemase mit den bekann.en Einschrankungen hinsiohth der Subsirate ' 
Demzufolge kann die der vorliegenden Anmeldung zugrundeliegend technic 
Aufgabe dann gesehen werden, einen Bieketalysator zu finden de geeiane i* 
a^pha-Hydroxycarbonsauren zu isomensieren, die nich, dem S^Ser 
Mandelatr acemase zugehorig sind und gegenuber der Lactatracemase ein 
envertertes Substratspektrum besitzen und die in entsprechenden 

Ve*,ndungen der allgemeinen Formel (I, einsohlieBenden breiterer Substrntsoezifita, 

gle chen Beschrankungen enthalten, ist fur alia Anspruche 1-10 12 1T2T 
erfmdensche Tatigkeit zuzuerkennen. 

24 Gewerbliche AnwenhharU ^t (Artikoi prT} 

Alle vorliegenden Anspruche genugen den Kriterien des Artikels 33(4) PCT 
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PatentansorQche 

1 . Verfahren zur mikroolologischen leomerisierung von alpha-Hydroxycarbonsauren 
der Formel I 

. 5 

HC V H 



10 



15 



20 



25 2. 



30 



worin 



R fur geradkettiges oder verzweigtes C^-Alky. oder C 2 -C 8 -A.keny. oder- 
CH 2 ) n -Cyc steht, worin n fur einen ganzzahligen Wert von 0 bis 4 steht und Cyc 
fur einen gegebenenfa.is ein- oder mehrfach substituierten, ein- oder zweikerni- 
gen carbo- oder heterocyclischen Ring steht, 

wobei man ein Substrat, enthaltend im wesentlichen eine erste stereoisomer 
Form einer alpha-Hydroxycarbonsaure der Forme. (I), mit HNfe eines Enzyms mit 
alpha-Hydroxycarbonsaure-R a ce m ase-Ak«vitat isomerisiert und gegebenenfal.s 
das dabe, gebi.dete Isomerengemisch oder ein gebi.detes zweites Stereoisomer 
.soliert. oder ein gebi.detes zweites Stereoisomer aus dem Reaktionsg.eichge- 
wicht entfernt, y 



wobei das Enzym eine Lactatracemase mit erweitertem Substratspektrum 1st 
we«che wenigstens eine weiter alpha-Hydroxycarbonsaure der Forme. I isomeri- 
siert. 

Verfahren nach Anspruch 1. wobei die enzymatische Isomerisierung durch Um- 
setzung des Substrats mit gereinigtem Enzym, einem enzymhaltigen Ze.lextrakt 
oder ,n Gegenwart ganzer ZeHen, we.che wenigstens ein Enzym mit a.pha- 
Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat exprimieren, erfolgt. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei das Enzym mit 
alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat aus Mikroorganismen der Gat- 
tung Lactobacillus oder Lactococcus isolierbar ist. 
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Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 3, wobei die Umsetzung in Gegen- 
wart ganzer Zellen von Mikroorganismen der Gattung Lactobacillus Oder Lacto- 
coccus, Oder ganzer Zellen eines rekombinanten Mikroorganismus, welche al- 
pha-Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat exprimieren, erfolgt. 

Verfahren nach Anspruch 4 wobei der Mikroorganismus ausgewahlt ist unter L. 
paracasei, L delbrueckii , L. sakei und L. oris. 

Verfahren nach Anspruch 5, wobei der Mikroorganismus ausgewahlt ist unter 
den Stammen L. paracasei DSM 20207 (DSM 15755) und DSM 2649 (DSM 
15751), L delbrueckii DSM20074 (DSM 15754), L sakel DSM 20017 (DSM 
15753 und L oris DSM 4864 (DSM 15752). 

Verfahren nach einem-der vorhergehenden AnsprOche wobei das Enzym wenigs- 
tens eine Verbindung ausgewahlt unter Phenyllactat, 4-Fluorphenyllactat, 2- 
Hydroxy-4-phenylbuttersaure, 2-Hydroxy^-methylpentancarbonsaure, 2- 
Hydroxy-3-methylbuttersaureisomerisiert. 

Screeningverfahren fur Mikroorganismen welche ein Enzym mit alpha- 
Hydroxycarbonsaure-Racemase-Aktivitat exprimieren, wobei man einen Lactat 
bildenden oder Lactat metabolisierenden Mikroorganismus, in welchem man die 
Racemase-Aktivitat vermutet. in Gegenwart eines Substrats, enthaltend im we- 
sentlichen eine stereoisomere Form einer alpha-Hydroxycarbonsaure der obigen 
Formel I, kultiviert und das Reaktionsmedium auf Racemisierung des Substrats 
untersucht. 

9. Screeningverfahren nach Anspruch 8, wobei man Mikroorganismen gemafl der 
Definition in einem der AnsprOche 4 und 5 screent. 

10. Screeningverfahren nach einem der AnsprOche 8 und 9, wobei man auf solche 
Mikroorganismen screent, welche das im wesentlichen stereoisomere Substrat 
zu 1 bis 100% racemisieren. 

1 1 . alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase, erhaltlich durch Kultivierung eines in ei- 
nem Screeningverfahren nach einem der AnsprOche 8 bis 10 positiv auf Race- 

M/44162 



8. 



GEAENDERTES BLATT 



11-04-2005 



UUUUUStblU 



EP0406564 



10 



mase-Aktivitat getesteten Mikroorganismus und Isolierung der alpha- 
Hydroxycarbonsaure-Racemase aus der Kultur. 

1 2. alpha-Hydroxycarbonsaure-Racemase nach Anspruch 1 1 , welche wenigstens 
eine alpha-Hydroxycarbonsaure derobigen Formel I zu 1 bis 100%, vorzugswei- 
se 20 bis 100 %, insbesondere 50 bis 100 % racernisiert. 

1 3. Nukleinsauresequenz, kodierend fOr wenigstens eine alpha- 
Hydroxycarbonsaure-Racemase nach Anspruch 11 Oder 12. 

14. Expressionsvektor, enthaltend eine kodierende Nukleinsauresequenz nach An- 
spruch 1 3 operativ verknOpft mit wenigsten einer regulativen Nukleinsaurese- 
quenz. 

15 15. Rekombinanter prokaryotischer oder eukaryotischer Mikroorganismus, enthal- 
tend wenigstens eine Nukleinsauresequenz gemafi Anspruch 13 oder wenigs- 
tens einen Expressionsvektor gemaft Anspruch 14. 

16. Verfahren zur Herstellung eines Proteins mit alpha-Hydroxycarbonsaure- 

20 Racemase-Aktivitat, wobei man einen rekombinanten Mikroorganismus nach 

Anspruch 15 kultiviert und das Protein aus der Kultur isoliert. 

17. Verfahren zur Isolierung eines Proteins mit alpha-Hydroxycarbonsaure- 
Racemase-Aktivitat. wobei man einen positiv auf Racemase-Aktivitat getesteten 

25 Mikroorganismus aufschlielit, Zellwandfragmente abtrennt und das Protein mit 

der gewunschten Enzymaktivitat isoliert. 

1 8. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 7, wobei man aus dem gebildeten 
Isomerengemisch das gewunschte Stereoisomer im Wesentlichen entfernt und 

30 den RQckstand emeut einer Isomerisierung unterzieht. 

19. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 7, wobei man das gebildete Isome- 
rengemisch einer chemischen oder enzymatischen stereoselektiven Folgereakti- 
on unterzieht und das anfallende Reaktionsgemisch erneut einer Isomerisierung 

35 unterzieht. 
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20. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, wobei die isomerisierungsreaktion 
mit einer chemischen Oder enzymatischen, enantioselektiven Folgereaktion kop- 
pelt, wobei das gewunschte gebildete Stereoisomer der alpha- 
Hydroxycarbonsaure aus dem Reaktionsgleichgewicht entfernt wird. 



5 
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21 . Verfahren nach einem der AnsprQche 1 9 und 20, wobei die chemische oder en- 
zymatische, enantioselektive Folgereaktion ausgewahlt ist unter einer Vereste- 
rung und einer Amidierung der alpha-Hydroxycarbonsaure. 



15 
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